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Izražanje in karakterizacija nekaterih mutantnih oblik človeškega 
katepsina S  
Povzetek:  
Katepsin S je papainu podobna cisteinska proteaza. Najbolj se izraža v poklicnih 
antigen predstavitvenih celicah, kot so dendritične celice, makrofagi in limfociti B, kjer 
ima pomembno vlogo pri procesiranju in predstavitvi antigenov. Tako kot ostali 
cisteinski katepsini se nahaja v lizosomu, kjer je reducirajoče okolje in nizek pH, ki je 
potreben za njihovo delovanje. Za razliko od ostalih je katepsin S stabilen tudi pri 
višjem pH, zato je lahko dlje časa aktiven tudi v izvenceličnem prostoru. Evolucijsko 
najbolj soroden mu je katepsin K, ki se izraža v različnih tkivih, največ pa v 
osteoklastih, kjer ima pomembno vlogo pri preoblikovanju kosti. Izloča se v kislo 
okolje resorpcijske lakune, kjer cepi trojno vijačnico kolagena I. Prekomerna aktivnost 
je povezana s številnimi boleznimi, med drugim z osteoporozo. V zadnjih letih se 
čedalje več pozornosti namenja razvoju alosteričnih inhibitorjev proteaz, saj v nasprotju 
z ortosteričnimi inhibitorji, ki se vežejo v aktivno mesto, le delno inhibirajo aktivnost 
proteaz in so zato bolj primerni za daljše terapije. 
Namen magistrskega dela je bil določiti mehanizme delovanja nekaterih že znanih 
(alosteričnih) inhibitorjev katepsina K na izbrane mutante katepsina S in s tem preveriti 
njihovo vezavo na izbrano alosterično moesto ter pomen posameznega zamenjanega 
aminokislinskega ostanka za vezavo teh inhibitorjev. 
Na podlagi strukturne primerjave obeh encimov smo z mestno specifično mutagenezo 
pripravili izbrane mutantne oblike človeškega katepsina S, kjer so bili zamenjani 
aminokislinski ostanki identični ujemajočim se ostankom v alosteričnem mestu 
katepsina K. S testiranjem kinetičnih parametrov potencialnih alosteričnih inhibitorjev 
smo določili mehanizme njihovega delovanja na posamezne mutante. Pokazali smo, da 
spojine 2-[2-(dietilamino)acetamido]benzojska kislina, metil (R)-(2,5-dioksopirolidin-3-
il)glicinat in 2-benzilmalonska kislina delujejo na izbrane mutantne oblike katepsina S 
kot alosterični efektorji in da se najverjetneje vežejo v preučevano mesto. Pri vseh 
mutantah pride v prisotnosti teh spojin do bolj učinkovite inhibicije encimske aktivnosti 
v primerjavi z divjim tipom katepsina S, vendar ne moremo z gotovostjo trditi, kakšno 
vlogo imajo posamezni aminokislinski ostanki za vezavo alosteričnih modifikatorjev na 
testirane encime. 
Ključne besede: katepsin S, katepsin K, mutanta, alosterija, inhibitor
 
 
Expression and characterization of selected mutant forms of human 
cathepsin S  
Abstract:  
Cathepsin S is a papain-like cysteine protease. It is expressed primarily in professional 
antigen presenting cells (e.g. dendritic cells, macrophages and lymphocytes B) where it 
has an important role in processing and presenting antigens. Like other cysteine 
cathepsins, it is found in lysosomes. With its low pH and reducing environment, 
lysosome is the perfect milieu for cysteine cathepsin activity. Unlike other cysteine 
cathepsins, cathepsin S can also function in extracellular milieu for prolonged periods as 
it remains stable at neutral pH. It is evolutionarily related to cathepsin K, which is 
expressed in various tissues. Most abundantly, however, is expressed in osteoclasts, 
where it has an important role in bone remodelling. It is secreted into resorption pit 
where it cleaves the triple helix of type I collagen. Elevated activity is connected with 
numerous diseases including osteoporosis. In recent years, there has been an increase in 
development of allosteric inhibitors of different proteases. In contrast to orthosteric 
inhibitors, they only partially inhibit protease activity, which makes them more suitable 
for prolonged therapy. 
The aim of this thesis was to investigate effects of known allosteric inhibitors of 
cathepsin K on selected mutant forms of cathepsin S in order to verify their binding to 
the chosen allosteric site and the involvement of selected amino acid residues in binding 
of potential allosteric inhibitors. 
Based on the structure comparison of the two enzymes we prepared selected mutant 
forms of human cathepsin S by means of site-specific mutagenesis, where substituted 
residues were identical to matching residues in allosteric site of cathepsin K. By testing 
the kinetic parameters of potential allosteric inhibitors, we defined their reaction 
mechanisms on selected mutant forms. We showed that compounds 2- [2- 
(Diethylamino) acetamido] benzoic acid, methyl (R)-(2,5-dioxopyrrolidin-3-
yl)glycinate and 2-benzylmalonic acid act on selected mutant forms of cathepsin S as 
allosteric effectors and that they most likely bind to the examined site. All tested mutant 
forms are inhibited more efficiently than wild type cathepsin S in the presence of these 
compounds. However, we cannot determine the involvement of individual residues in 
specificity of binding between allosteric inhibitors and tested enzymes. 
Keywords: cathepsin S, cathepsin K, mutant, allostery, inhibitor 
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1 UVOD 
Geni, ki zapisujejo za proteaze, predstavljajo več kot dva odstotka celotnega genoma in 
opravljajo zelo različne funkcije, tako v znotrajceličnem kot v zunajceličnem okolju. 
Zato tudi ni presenetljivo, da med njimi najdemo raznolike proteine, ki se zelo 
razlikujejo tudi po velikosti – od majhnih proteinov do velikih multidomenskih 
kompleksov
1
. Klasifikacija proteaz je zato izjemno kompleksna in ponavadi 
uporabljamo hkrati več parametrov
2
. 
Proteaze delimo najprej glede na način delovanja na substrate oziroma glede na tip 
reakcije, ki jo katalizirajo na eksopeptidaze in endopeptidaze. Hkrati jih ločimo tudi 
glede na aminokislinski ostanek oziroma kovinski ion, ki je prisoten v aktivnem mestu 
encima
1,2
. Tretji način klasifikacije pa je narejen na podlagi strukturne podobnosti 
(družine proteaz) oziroma evolucijskih povezav (klani proteaz)
2,3
. 
V spletni podatkovni bazi MEROPS
3
 je trenutno devet družin oziroma klanov proteaz: 
asparaginske, aspartatne, cisteinske, glutaminske, metalo, mešane, serinske, treoninske 
in proteaze, pri katerih mehanizem delovanja ni znan. 
1.1 Katepsini  
Katepsini so velika skupina proteaz z različnimi mehanizmi delovanja, prisotni so pri 
številnih živalskih vrstah
3
. Termin katepsin je bil prvič uporabljen leta 1929
4
 in je bil 
skupni imenovalec za lizosomske proteolitične encime. Največja skupina katepsinov so 
cisteinske proteaze (katepsini B, C, F, H, K, L, O, S, V,W in X). Poleg te sta v 
lizosomih prisotni še dve družini, in sicer serinske proteaze (katepsina A in G) in 
aspartatne proteaze (katepsina D in E)
5–7
. 
Katepsini so aktivni v kislem, reducirajočem okolju, ki ga zagotavlja lizosom. Sprva so 
mislili, da je njihova funkcija le neselektivna razgradnja proteinov v lizosomih
8
, z 
odkritjem novih katepsinov, ki se izražajo v specifičnih tkivih ali celicah, pa so 
ugotovili, da imajo bolj raznolike vloge in so pomembni za vzdrževanje normalnih 
fizioloških funkcij kot so prebava, koagulacija krvi, resorpcija kosti, aktivnost ionskih 
kanalčkov, naravna imunost, aktivacija komplementa, apoptoza, potovanje veziklov, 
avtofagija in ostalo
6
. 
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1.2 Cisteinski katepsini  
Cisteinski katepsini spadajo v družino papainu podobnih proteaz
3
 in se sintetizirajo kot 
neaktivni preproencimi. Prepeptidi se odstranijo med prehodom v endoplazemski 
retikulum. V citosolu se nanje pripoji manoza-6-fosfat, ki jih usmeri proti lizosomu. 
Tam se procesirajo do končne, aktivne oblike
5,6
. Aktivacija poteka s proteolitsko 
odcepitvijo N-končnega propeptida in je verjetno kombinacija intermolekularnih in 
intramolekularnih reakcij. Propeptid je ključen za pravilno zvitje in stabilnost in za 
pravilno usmerjanje encimov
8
. In vitro se lahko aktivirajo z drugimi proteazami (tisti, ki 
delujejo kot eksopeptidaze) ali pa avtokatalitično ob znižanju pH in/ali dodatku 
glikozaminoglikanov (endopeptidaze)
9
. 
Večina predstavnikov je endopeptidaz (katepsini B, F, H, K, L, S in V), katepsin B ima 
tudi karboksipeptidazno aktivnost, katepsin H pa aminopeptidazno aktivnost. Pravi 
eksopeptidazi sta katepsina C in X
8,9
. 
Večina zrelih cisteinskih katepsinov je monomernih globularnih proteinov (z izjemo 
katepsina C, ki je tetramer), velikih med 25 in 35 kDa. Imajo značilno papainsko zvitje 
(slika 1.1), ki je sestavljeno iz dveh približno enakih delov – poddomen L in R. L je 
sestavljena iz treh alfa vijačnic, R pa tvori beta sodček, ki je na dnu zaprt z alfa 
vijačnico.  
 
Slika 1.1: Tridimenzionalna struktura katepsina K v standardni orientaciji v prikazu Cartoon. 
Struktura prikazuje značilno papinsko zvitje in je obarvana glede na sekundarno strukturo. S puščico je 
označen položaj aktivnega mesta. Struktura je pridobljena iz spletne podatkovne baze PDB (ID 1ATK), 
slika pa narejena v programu UCSF Chimera 1.10.1. 
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Aktivno mesto se nahaja med poddomenama na vrhu molekule v obliki špranje in je 
sestavljeno iz katalitične diade Cys25 - His159 (štetje po papainu). Aminokislinska 
ostanka tvorita ionski par tiolat imidazolij (slika 1.2), ki je ključen za proteolitično 
aktivnost. Poleg tega so za aktivnost pomembni še trije aminokislinski ostanki, in sicer 
Gln19, Asn175 in Trp177. Prva dva sta pomembna za pravilno orientacijo, zadnji pa za 
ohranjanje nukleofilnega karakterja katalitičnega para
10,11
. 
 
 
Slika 1.2: Pogled na katepsin K iz vrha glede na standardno orientacijo. Prikazano je aktivno mesto, 
izpostavljena sta aminokislinska ostanka katalitične diade (Cys25 in His162), ki sta obarvana standardno 
glede na heteroatom. Struktura je pridobljena iz spletne podatkovne baze PDB (ID 1ATK), slika pa 
narejena v programu UCSF Chimera 1.10.1. 
 
Substrati se v aktivno mesto vežejo v iztegnjeni konformaciji skozi celotno dolžino 
špranje (slika 1.3). Encim veže substrat s sedmimi aminokislinskimi ostanki (S4 – S3'), 
od tega so dobro definirana mesta S2, S1 in S1'. Specifičnost delovanja encima določa 
mesto S2, ki tvori vezavni žep in večinoma veže hidrofobne aminokislinske ostanke na 
mestu P2
10,12
. Na podlagi različnih specifičnosti za posamezne aminokislinske ostanke 
je mogoče ločevati med posameznimi encimi, pa tudi razvoj specifičnih inhibitorjev 
aktivnega mesta
13
. 
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Slika 1.3: Površinska struktura katepsina K s prikazanim aktivnim mestom v špranji. V aktivnem 
mestu sta prikazana katalitična aminokislinska ostanka (Cys25 rumeno in His162 modro). Z rožnatimi 
kroglami je ponazorjen peptidni substrat, označeni so ostanki, ki se vežejo na odgovarjajoča mesta na 
encimu. S prekinjeno črto je ponazorjeno mesto cepitve substrata. Struktura je pridobljena iz spletne 
podatkovne baze PDB (ID 1ATK), slika pa narejena v programu UCSF Chimera 1.10.1. 
 
Večina cisteinskih katepsinov se izraža v različnih tkivih in lahko delujejo specifično ali 
nespecifično v znotrajceličnem in zunajceličnem prostoru
10,14
. Katepsini K, S, V in W 
pa se izražajo tkivno specifično, kar nakazuje, da opravljajo bolj specifične funkcije
11
.  
 
1.3 Katepsina K in S 
Katepsina K in S sta si zelo podobna, skupaj s katepsinom V spadata v poddružino 
katepsinu L podobnih proteaz, poleg tega pa se oba nahajata na lokusu 1q21, kar je 
verjetno posledica duplikacije gena. Oba sta dobri elastazi in želatinazi
15
, cepita pa tudi 
fibrin
16
. 
1.3.1 Katepsin K 
Katepsin K se izraža v osteoklastih, ovarijih, v večini epitelijskih celic in v fibroblastih 
sinovialne tekočine pri revmatoidnem artritisu
11,15
. Za razliko od katepsina S je precej 
UVOD 
 
Ana Cirnski: Izražanje in karakterizacija nekaterih mutantnih oblik človeškega katepsina S 
 
5 
 
nestabilen v nevtralnem okolju, kar je v skladu z njegovo vlogo v lizosomih in kislem 
okolju resorpcijske lakune. Izločen iz osteoklastov cepi trojno vijačnico kolagena tipa I 
in pomembno prispeva k remodelaciji kosti, povišana encimska aktivnost pa lahko vodi 
v osteoporozo
17,18
. Pri človeku ima katepsin K mestu P2 preferenčno sprejme prolin
11
. 
1.3.2 Katepsin S 
Katepsin S se večinsko izraža v poklicnih antigen predstavitvenih celicah, kot so 
dendritične celice, makrofagi in limfociti B
11
, kjer ima pomembno vlogo pri 
procesiranju in predstavitvi antigenov. V endolizosomu odcepi peptid nevariantne 
verige (Ii oz CD74), ki deluje kot šaperon pri zvijanju in transportu poglavitnega 
histokompatibilnostnega kompleksa II (MHC II) v endolizosom ter preprečuje 
prepoznavo in vezavo lastnih molekul, kar omogoča vezavo ustreznega antigena na 
MHC II
19–21
. Človeški katepsin S na mestu P2 preferenčno sprejme valin, metionin ali 
norleucin
11
. 
 
1.4 Cisteinski katepsini in zunajcelični matriks 
Posebnega pomena je izločanje cisteinskih katepsinov v zunajcelični matriks (ZCM) 
kjer je njihova prisotnost pogosto povezana s patološkimi procesi
14,22,23
. 
Katepsini v zunajceličnem matriksu lahko vežejo glikozaminoglikane (GAG), ki imajo 
pomembno vlogo pri njihovi aktivaciji in stabilnosti pri nevtralnem pH
14
, prav tako pa 
lahko regulirajo aktivnost katepsinov
24
. Poleg tega lahko katepsini cepijo komponente 
zunajceličnega matriksa in tako sodelujejo pri preoblikovanju le-tega
22
. Katepsini B, F, 
K, L, S in V imajo elastinolitično aktivnost, nekateri od njih pa lahko cepijo tudi 
proteinske komponente proteoglikanov, kolagen ter ostale proteine intersticijskega 
ZCM in bazalne membrane
14
. Njihove zunajcelične funkcije niso omejene samo na 
proteolizo strukturnih proteinov, pač pa lahko procesirajo tudi citokine in kemokine in 
odcepljajo površinske receptorje in celične adhezijske molekule, s čimer uravnavajo 
procese signalizacije
14,22
. 
V nasprotju s cisteinskimi katepsini, ki so na membrani in so značilni za patologijo 
raka, pa izločanje v zunajcelični matriks ni vedno patološki proces. Preoblikovanje 
matriksa s cisteinskimi katepsini je ključno za procese kot so preoblikovanje kosti, 
celjenje ran in procesiranje prohormonov
6,25
.  
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1.5 Delovanje cisteinskih katepsinov pri boleznih 
Povečana razgradnja komponent ZCM zaradi povečanega delovanja katepsinov vodi do 
povišane koncentracije razgradnih produktov, ki delujejo kot molekulski vzorci 
povezani s poškodbo (ang. damage ssociated molecular patterns – DAMPs), kar vodi do 
imunskega odziva in vnetja. Konstantno prisotni vnetni dejavniki vodijo v številne 
vnetne bolezni, kot so osteoporoza, osteoartritis, revmatoidni artritis, ateroskleroza, 
pljučne bolezni  in rakava obolenja
6,14
.  
1.5.1 Rak 
Cisteinski katepsini s svojo deregulirano aktivnostjo in lokalizacijo prispevajo k 
napredovanju, proliferaciji in metastaziranju pri rakavih obolenjih. Etiopatologija 
povezana s katepsini je v vseh primerih enaka ne glede na vrsto raka. Ključni so trije 
tipi dogodkov, in sicer interferenca v medcelični komunikaciji in znotrajcelični 
signalizaciji in modifikacija mikrookolja tumorja
26–28
. 
Katepsini v lizosomih skrbijo za povečano razgradnjo proteinov in avtofagijo in tako 
podpirajo večje metabolične potrebe proliferajočih celic. Znotrajcelični katepsini 
sodelujejo tudi pri prenosu signalov, ki so ključni za celično rast in vnetje. Tudi 
katepsini v ZCM sodelujejo pri napredovanju tumorja. Zaradi povišane proteolitične 
razgradnje komponent ZCM pride do imunskega odziva in vnetja. Z aktivacijo, 
procesiranjem ali razgradnjo citokinov, kemokinov in rastnih faktorjev vplivajo na 
medcelično komunikacijo, z odcepljanjem celičnih adhezijskih molekul pa na migracijo 
celic in posredno na nastanek metastaz
27–29
. 
Pri raku naj bi sodelovali vsi predstavniki cisteinskih katepsinov, najbolj so raziskani B, 
L, K, S in X
26
. Katepsin S ima pomembno vlogo pri angiogenezi in modulaciji rasti žilja 
in pri metastaziranju. Pomemben vir katepsina S v tumorjih so makrofagi. Delecije gena 
za katepsin S ali specifična inhibicija encima vodijo v zmanjšanje invazivnosti in 
velikosti tumorja
30
.  
1.5.2 Bolezni srca in ožilja 
Študije eksperimentalnih bolezenskih modelov in specifičnih inhibitorjev katepsinov ter 
podatki o tkivnih biomarkerjih iz živalskih modelov in pri ljudeh so potrdili udeleženost 
cisteinskih katepsinov pri aterosklerozi, miokardnem infarktu, hipertrofiji srca, 
kardiomiopatiji, anevrizmi abdominalne aorte in hipertenziji
31
.  
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Aktivnost katepsinov je ponavadi povišana v srcu in v stenah arterij, kjer so udeleženi 
pri vnetnih procesih. Preko predstavitve antigenov uravnavajo imunski odgovor antigen 
predstavitvenih celic, z aktivacijo TLR (Tollu podobni receptorji) pa zavrejo 
imunoregulatorno aktivnost regulatornih limfocitov T. S povečano aktivacijo 
kemokinov pritegnejo vnetne celice in regulirajo njihovo adhezijo, proliferacijo in 
aktivacijo v stenah arterij. Z razgradnjo ZCM spodbujajo fibrozo in neoangiogenezo. Z 
razgradnjo in agregacijo LDL spodbujajo nastanek penastih celic. Spodbujajo migracijo, 
proliferacijo in kalcifikacijo gladkih mišičnih celic in apoptozo celic arterijske stene
31,32
. 
Katepsin S je udeležen pri aterosklerozi, anevrizmi abdominalne aorte in pljučni 
arterijski hipertenziji, pa tudi pri preoblikovanju tkiva po miokardnem infarktu
30–34
. 
1.5.3 Nevrološke bolezni 
Katepsini B, F, H in L se izražajo po celotnem centralnem živčnem sistemu (CŽS), 
ostali se izražajo bolj specifično. Katepsin S se najbolj izraža v celicah mikroglije, iz 
katerih se  izloča v zunajcelični prostor in sodeluje pri preoblikovanju ZCM in migraciji 
celic mikroglije
35
. 
Povišane koncentracije katepsinov so prisotne v starajočih se možganih in pri nastanku 
nevrodegenerativnih bolezni, kot so Alzheimerjeva bolezen, amiotrofična lateralna 
skleroza, Parkinsonova bolezen in Huntingtonova bolezen
29–31
. Katepsin S je udeležen 
pri nastanku in propagaciji nociceptivne in nevropatske bolečine
30
, povezan je bil z 
motnjami spanja
36
 in Alzheimerjevo boleznijo
35
. 
Za starajoče možganske celice je značilna izguba homeostaze, ki je povezana s 
povečano lizosomsko proteolizo in nastankom proteolitičnih citosolnih granul
36
, 
katepsini pa sodelujejo tudi pri apoptozi starih in poškodovanih nevronov
5,39–41
. Vloga 
katepsinov pri nevrodegenerativnih boleznih je podobna kot v normalno starajočih se 
možganih. Poškodovani nevroni in celice mikroglije proizvajajo večje količine 
katepsinov, ki povzročajo nevrodegeneracijo,  tisti, sproščeni v zunajcelični prostor, pa 
sodelujejo pri nastanku vnetja. Katepsin S je bil neposredno povezan z nastankom 
senilnih plakov pri Alzheimerjevi bolezni, saj lahko deluje kot β-sekretaza
35
. 
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1.5.4 Imunsko pogojene vnetne bolezni in avtoimunske bolezni 
V imunskem sistemu cisteinski katepsini nadzorujejo nekatere ključne funkcije 
prirojenega in pridobljenega imunskega odgovora. Udeleženi so pri procesiranju 
antigenov in njihovi predstavitvi T celičnim receptorjem, z aktivacijo prograncimov pa 
regulirajo citotoksičnost limfocitov T. Sodelujejo tudi pri celični adheziji in migraciji, 
aktivaciji kemokinov in rekrutiranju levkocitov
42,43
. 
Etiopatologija imunskih in avtoimunskih bolezni je podobna kot pri predhodno opisanih 
boleznih, poglavitne značilnosti so povečana prisotnost celic imunskega odziva in 
vnetnih mediatorjev, vse pa je povezano tudi z deregulacijo in napačno lokalizacijo 
cisteinskih katepsinov. Ugotovljena je bila povezava s kroničnimi vnetnimi boleznimi, 
avtoimunskimi boleznimi in alergijskimi boleznimi kot so astma in KOPB
44,45
, lupus
46
, 
psoriaza
47,48
, revmatoidni artritis in osteoartritis
49–52
, miastenia gravis
53
, multipla 
skleroza
54–56
 in Sjögrenov sindrom
57
. 
1.5.5 Debelost in diabetes 
Tudi pri debelosti je vnetje pomemben patološki dejavnik. Za povečano maščobno tkivo 
je značilno hranjenje velikih količin maščob in deregulacija izločanja biomolekul, med 
drugim adipokinov in proinflamatornih faktorjev, ki prispevajo k inzulinski rezistenci in 
nastanku diabetesa tipa 2
58,59
. Z debelostjo so povezali katepsine B
60
, L
61
, K
62,63
 in 
S
58,64
. Katepsina S in K spodbujata adipogenezo z razgradnjo fibronektina oziroma 
kolagena tipa I v ZCM (fibronektin in kolagen tipa I znižujeta izražanje lipogenih 
proteinov in tako preprečuje morfološke spremembe preadipocitov)
62,64
. 
1.5.6 Ostale bolezni 
Katepsine B, L in S so povezali z različnimi ledvičnimi boleznimi, katepsin S s 
kronično ledvično boleznijo, diabetično nefropatijo in ledvično odpovedjo
65
. Različni 
katepsini sodelujejo tudi pri nastanku različnih bolezni pljuč
45
.  
1.5.7 Pomanjkanje katepsinov in povezane bolezni 
Čeprav se največ pozornosti namenja boleznim, kjer je aktivnost katepsinov povišana, 
pa lahko njihovo pomanjkanje vodi v prirojene bolezni, ki so redke a imajo ponavadi 
težji potek 
66
. Primer so lizosomalne bolezni s kopičenjem molekul v citosolu (katepsin 
F)
66
, Papillon-Lefèvrejev sindrom (katepsin C)
67
, miopia (katepsin H)
68
 in piknodistoza 
(katepsin K)
69
. 
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1.6 Uravnavanje delovanja cisteinskih katepsinov 
Glede na škodo, ki jo lahko povzroči nenadzorovana proteoliza, je delovanje katepsinov 
natančno regulirano. Za proteaze z omejeno proteolitično aktivnostjo je dovolj 
vzdrževanje ravnotežja med njimi in njihovimi inhibitorji. Cisteinski katepsini pa so 
regulirani na več nivojih
15
. 
Kot že omenjeno, so občutljivi na pH vrednost in so aktivni samo v kislem (z izjemo 
katepsina S), poleg tega se izražajo v obliki neaktivnih prekurzorjev namenjenih v 
lizosom. Aktivno mesto je podvrženo oksidaciji, zato potrebujejo reducirajoče okolje. 
Poleg intrinzičnih lastnosti, ki določajo njihovo delovanje, pa so tesno regulirani s 
specifičnimi inhibitorji, ki se v velikih koncentracijah nahajajo v citosolu in 
zunajceličnem prostoru in se nanje tesno in reverzibilno vežejo
15
. Pri človeku poznamo 
dve skupini endogenih proteinskih inhibitorjev cisteinskih katepsinov, in sicer tiropini 
in cistatini. Cistatine delimo na tri družine – cistatini (cistatin C), stefini (stefin B) in 
kininogeni. Stefin B je najpomembnejši znotrajcelični, cistatin C pa zunajcelični 
inhibitor cisteinskih katepsinov. Tiropini so še bolj specializirani inhibitorji, glavna 
predstavnika pa sta fragment p41 in testikan-1
10
. Proteinske inhibitorje proteaz so 
odkrili tudi pri številnih drugih organizmih, njihov način delovanja pa je opisan v 
številnih preglednih člankih
10,70,71
.  
Še en pomemben inhibitor aktivnega mesta je ireverzibilni inhibitor E-64, epoksid, ki so 
ga odkrili pri Aspergillus japonicus. Veže se na tiolno skupino v aktivno mesto 
cisteinskih proteaz, za katere je močno selektiven in je uporaben pri študijah inhibicije 
in vivo in in vitro
72
. 
Tudi GAG-i so bili prepoznani kot regulatorji delovanja cisteinskih katepsinov. Njihov 
način delovanja je opisan v naslednjem poglavju. 
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1.7 Alosterija 
Alosterija je sklopitev konformacijskih sprememb med dvema ločenima mestoma na 
proteinu. Pri encimih je posebno zanimiva sklopitev alosteričnega mesta z aktivnim 
mestom. Vezava efektorja na alosterično mesto povzroči konformacijske spremembe ali 
pa spremembe v dinamiki, ki vplivajo na encimsko aktivnost
73–75
. 
Od odkritja alosterije v 60. letih prejšnjega stoletja je bilo na tem področju narejeno 
mnogo raziskav, saj je alosterija pomemben dejavnik pri številnih celičnih procesih, 
prav tako pa je zanimivo področje pri iskanju novih modifikatorjev encimske aktivnosti 
za namene zdravljenja različnih bolezni
76
. 
Klasična modela alosterije, MWC
77
 in KNF
78
, opisujeta alosterijo samo v povezavi z 
oligomernimi proteini in ne pojasnita, kako pride do alosterične komunikacije med 
mesti. MWC model opisuje alosterijo kot hkraten prehod vseh podenot med dvema 
oblikama, R (ang. relaxed) in T (ang. tense), medtem ko model KNF predvideva 
postopen induciran prehod podenot iz ene v drugo obliko
74
.  
Danes vemo, da se proteini lahko nahajajo v več konformacijskih oblikah in da je 
njihova struktura dinamična. Glavna značilnost alosterije je kooperativnost, reakcija pa 
lahko poteče brez konformacijskih sprememb. Iz teh ugotovitev se je oblikoval bolj 
celosten pogled na alosterijo, ki vključuje dva vidika, in sicer termodinamski vidik, in 
strukturni vidik
76
.  
Termodinamski vidik vsebuje model populacijskega premika, ki predvideva, da vezava 
liganda na eno izmed konformacij spremeni ravnotežje med njimi v prid konformacije, 
ki veže ligand
75
. Pri tem so različne konformacijske oblike v ravnotežnem stanju 
prisotne v različnih deležih, pri čemer ena konformacija prevladuje. Najenostavnejši 
primer tega je model dveh stanj (ATSM, slika 1.4), ki predstavlja ravnotežje med 
dvema konformacijama – aktivno (R*) in neaktivno (R). Alosterični modifikator se 
preferenčno veže na eno izmed konformacij, pri čemer pride do spremembe ravnotežja 
med prosto in vezano konformacijo. 
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Slika 1.4: Model dveh stanj – ATSM. R predstavlja encim v neaktivni obliki, R* pa v aktivni obliki. A 
je alosterični efektor. L, αL, KA in αKA predstavljajo ravnotežne konstante, ki določajo razmerje med 
prikazanimi ravnotežnimi stanji encima. L je konstanta ravnotežja med oblikama R* in R,  αL pa 
konstanta ravnotežja med tema oblikama z vezanim alosteričnim efektorjem A. KA predstavlja konstanto 
vezave alosteričnega efektorja A na neaktivno obliko encima R, αKA pa je konstanta vezave alosteričnega 
efektorja A na aktivno obliko encima R*. Koeficient α se imenuje alosterična intrinzična učinkovitost in 
je merilo biološkega odziva encima na vezavo alosteričnega efektorja. Alosterični efektor se preferenčno 
veže na eno izmed konformacij (konformacijska selekcija), pri tem pa pride do spremembe ravnotežja v 
prid aktivne konformacije (populacijski premik). ATSM model predpostavlja, da prevladuje prehod med 
različnimi stanji encima v zaporedju RR*AR* (konformacijska selekcija) v nasprotju s prehodom 
RARAR* (inducirano prileganje). Tak prehod med stanji velja za alosterično aktivacijo, pri 
alosterični inhibiciji pa poteka prehod v zaporedju R*RAR. Slika je prirejena po viru
76
. 
 
Strukturni vidik predvideva, da se ligandi preferenčno vežejo v prevladujočo 
konformacijo proteina in jo stabilizirajo, tako da se poveča njena koncentracija napram 
drugim oblikam in da so za sklopljeno delovanje dveh oddaljenih mest na proteinu 
odgovorne reakcije med aminokislinskimi ostanki, ki tvorijo mrežo ali kanal, po 
katerem se prenese energija za konformacijsko spremembo oddaljenega mesta
75,76,79
. 
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1.7.1 Vloga GAG-ov pri alosterični regulaciji cisteinskih katepsinov 
Povezavo med encimsko aktivnostjo in stabilnostjo cisteinskih katepsinov in GAG-i so 
najprej odkrili pri katepsinu K, ki je uspešno cepil trojno vijačnico kolagena I samo ob 
nastanku kompleksa s hondroitin-4-sulfatom (C4S)
80
. Kasneje so ugotovili, da se C4S 
ne veže v aktivno mesto, ampak na alosterično mesto
81
. Poleg C4S kolagenolitično 
aktivnost katepsina K potencirata še keratan sulfat in hondroitin-6-sulfat (C6S)
24
. 
Večina GAG-ov inhibira kolagenolitično aktivnost ostalih kolagenaz, tako da je 
katepsin K v fiziološkem okolju edina aktivna kolagenaza in zato primeren za 
selektivno tarčenje pri patološko povišani razgradnji kolagena pri človeku
82
. 
Vpliv GAG-ov na delovanje katepsinov je odvisen od pH. Primer sta hondroitin sulfat 
(CS) in heparin. CS pri pH 5,5 deluje kot aktivator, pri pH 7,4 pa kot inhibitor 
kolagenolitične aktivnosti katepsina K, medtem ko ima heparin pri omenjenih pH 
vrednostih obraten vpliv kot CS 
24,83
. 
Pri človeku so alosterične vplive GAG-ov odkrili tudi pri katepsinih S in B. V nasprotju 
s katepsinom K, je C4S inhibitor kolagenazne aktivnosti (na kolagen tipa IV) katepsina 
S. Poleg C4S je inhibitor tudi heparan sulfat, dermatan sulfat, C6S, heparin in 
hialuronan pa delujejo kot šibki aktivatorji
24
. 
1.7.2 Strukturna podlaga interakcij med GAG-i in cisteinskimi katepsini 
Do interakcije med encimom in GAG-om pride preko vzpostavitve elektrostatskih 
interakcij med negativno nabitimi skupinami na GAG-u in pozitivno nabitimi 
aminokislinskimi ostanki na encimu. Pri interakciji pride do konformacijske spremembe 
encima, ki pa je lahko subtilna
24,84
. Efektorji stabilizirajo že obstoječe konformacijsko 
stanje proteina (R ali T) in tako omogočajo ali preprečujejo vezavo substrata v aktivno 
mesto, saj vplivajo na dostopnost mesta S2, ki je primarna determinanta specifičnosti
84
. 
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1.8 Cisteinski katepsini kot tarče za razvoj zdravil 
Cisteinski katepsini so zaradi vloge pri etiopatologiji različnih bolezni zanimive tarče za 
razvoj novih zdravil
22,85
. Med cisteinskimi katepsini je bilo največ narejenega na 
področju katepsina K
86–88
, veliko pa se dela tudi na področju katepsinov B
89–91
, C
92–94
 in 
S
95–97
, a nobena spojina še ni v klinični rabi
18,98,99
. 
Klasična inhibicija vključuje ciljanje aktivnega mesta encimov, ortosterični inhibitorji 
pa tekmujejo za vezavo s substratom (kompetitiven mehanizem delovanja) in 
popolnoma inhibirajo funkcijo encimov
85
. 
Ker vezava alosteričnega efektorja povzroči spremembo v delovanju encima, ampak še 
vedno lahko delno ohrani njegovo funkcijo, so alosterični efektorji zanimivi za razvoj 
novih zdravil, ki omogočajo natančno regulacijo encimov. Poleg tega imajo še druge 
prednosti pred ortosteričnimi učinkovinami. Alosterični efektorji so lahko bolj 
specifični kot ortosterični, ker so si alosterična mesta ponavadi bolj različna kot aktivna 
mesta, ki so bolj evolucijsko ohranjena
100
. Pri alosterični modifikaciji pride do nasičenja 
efekta, ki ga opazujemo, bodisi v pozitivno ali negativno smer, zato so taka zdravila 
manj toksična in bolj varna za uporabo
85
. Prednosti alosterične inhibicije pa 
predstavljajo tudi ovire pri iskanju oziroma načrtovanju in testiranju alosteričnih 
efektorjev
79,101
. 
1.8.1 Iskanje novih alosteričnih mest na encimih in odgovarjajočih inhibitorjev 
Razvoj alosteričnih zdravil je lahko usmerjen v tri različne tarče na encimih: mesta, ki 
sodelujejo pri alosteriji v fiziološkem okolju, že znana alosterična mesta za vezavo 
efektorjev in mesta na površini, ki se po vezavi substrata strukturno spremenijo
102
. 
Eden izmed obetavnih načinov raziskovanja alosterične komunikacije in modulacije je 
računalniška statistična analiza sklopitev (SCA)
103
. Pri tej metodi poiščemo evolucijsko 
ohranjene mreže aminokislinskih ostankov (proteinskih sektorjev), nato pa poiščemo 
mesta na površini encima, ki so v neposrednem kontaktu s proteinskimi sektorji. Na ta 
mesta z računalniškim umeščanjem spojin prilegamo potencialne alosterične efektorje. 
Alosterični vpliv efektorjev z najboljšim prileganjem in njihov potencial za uporabo v 
farmacevtske namene je potrebno na koncu potrditi z metodami encimske kinetike, 
njihovo vezavo na predvidena mesta pa potrditi s strukturnimi analizami
104
.  
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Z računalniškim umeščanjem spojin so poleg alosteričnega mesta, kamor se veže CS, na 
katepsinu K predpostavili še sedem potencialnih alosteričnih mest. Poleg tega so odkrili 
prvo malo molekulo (NSC13345), ki deluje po tem mehanizmu in se veže na eno izmed 
predpostavljenih alosteričnih mest na spodnji desni strani encima (slika 1.5). Zanimivo 
je, da se to mesto delno prekriva z mestom, kamor se veže CS
104
. Kasneje so potrdili še 
vezavo spojine NSC94914 v isto alosterično mesto
105
. Z računalniškim umeščanjem 
spojin so odkrili tudi sedem drugih alosteričnih inhibitorjev katepsina K, ki se vežejo na 
različna predvidena alosterična mesta
106
. 
Na podlagi teh raziskav se nadaljuje raziskovanje novih in izboljšanih alosteričnih 
modifikatorjev primernih za uporabo v terapevtske namene
84,105–110
. Med drugim so bile 
na podlagi spojine NCS13345 narejene nove spojine, ki delujejo kot alosterični 
inhibitorji katepsina K; nekatere izmed teh se nanj vežejo celo z višjo afiniteto
108
. 
 
 
Slika 1.5: Alosterično mesto na katepsinu K z označenimi aminokislinskimi ostanki. Mesto se nahaja 
desno spodaj glede na standardno orientacijo. V to mesto se vežeta spojini NSC13345
104
 in Su-Gly-O-
Me
107
. Glavna veriga je obarvana sivo, z rožnato so obarvani izpostavljeni aminokislinski ostanki 
alosteričnega mesta. Struktura je pridobljena iz spletne podatkovne baze PDB (ID 1ATK), slika pa 
narejena v programu UCSF Chimera 1.10.1.  
NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Ana Cirnski: Izražanje in karakterizacija nekaterih mutantnih oblik človeškega katepsina S  
 
15 
 
2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti vpliv nekaterih že znanih alosteričnih 
inhibitorjev katepsina K na izbrane mutantne oblike katepsina S. Na osnovi in silico 
strukturne primerjave katepsinov K in S smo želeli pripraviti mutantne oblike katepsina 
S, ki bi imele zamenjane posamezne aminokislinske ostanke v enem izmed alosteričnih 
mest, tako da bi bili enaki aminokislinskim ostankom na katepsinu K. S testiranjem 
kinetičnih parametrov mutantnih oblik katepsina S na sintetični substrat smo nameravali 
preveriti vpliv posameznega aminokislinskega ostanka na vezavo potencialnega 
alosteričnega efektorja. 
 
Postavili smo si naslednji hipotezi:  
 Katepsin S je alosterično reguliran na enak način kot katepsin K. 
 Z mutagenezo bomo spremenili alosterično mesto katepsina S, tako da bodo 
izbrani alosterični efektorji katepisna K učinkovali na mutante katepsina S.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Strukturna primerjava tridimenzionalnih struktur katepsinov S 
in K in silico 
Naredili smo prostorsko poravnavo katepsina K (PDB ID 1ATK) in katepsina S (PDB 
ID 2FQ9) s programom Chimera UCSF. Poiskali smo alosterično mesto na katepsinu 
K
104
 in primerjali aminokislinske ostanke alosteričnega mesta z odgovarjajočimi 
aminokislinskimi ostanki na katepsinu S. 
3.2 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov in silico 
V okviru magistrske naloge smo nameravali pripraviti oblike katepsina S z mutacijami 
na treh pozicijah v alosteričnem mestu, in sicer D122, E126 in E178. Ostanke na 
posamezni poziciji smo zamenjali ali z ekvivalentnim ostankom katepsina K ali z 
alaninom. S programom QuickChange Primer Design
111
 smo načrtali začetne 
oligonukleotide (v prilogi). Oligonukleotide smo naročili pri podjetju Sigma-Aldrich, 
ZDA. 
3.3 Mestno specifična mutageneza 
Uporabljeni materiali: 
 začetni oligonukleotidi (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 10 × pufer Pfu (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 DNA polimeraza PfuTurbo (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 dNTP mix (vsak 2 mM) (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 ekspresijski vektor pET-32/28b (Merck, ZDA) z vstavljenim zapisom za 
prokatepsin S (postopek predhodno izveden na katedri za biokemijo, FKKT)
112
 
 endonukleaza DpnI (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 10 × pufer Tango (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 
Oligonukleotide smo raztopili v MiliQ (avtoklavirana), tako da smo dobili končno 
koncentracijo 1 µg/µL. Založne raztopine oligonukleotidov smo redčili: v 70 µL MiliQ 
smo dodali 10 µL posameznega nukleotida, da smo dobili koncentracijo 125 ng/µL 
(protokol predvideva dodatek 125 ng posameznega oligonukleotida na reakcijo). 
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Tabela 3.1: Reagenti in njihove količine za verižno reakcijo s polimerazo.  
PCR reakcijska mešanica V [µL] 
MiliQ 
 
37,5 µL 
 
10 × pufer Pfu 5 µL 
 
dNTP mix (2 mM vsak) 5 µL 
smernega oligonukleotida 1 µL 
protismernega oligonukleotida 1 µL 
DMSO (100-odstotni) 1,55 µL 
vektor 
 
0,5 µL 
DNA polimeraza PfuTurbo  1 µL 
 
 
Tabela 3.2: PCR cikel po protokolu podjetja Agilent Technologies, ZDA
113
. 
 TEMPERATURA (°C) ČAS 
1 × 95 30 s 
16 × 
95 30 s 
55 1 min 
68 7 min (1 min/kb) 
1 × 4   
 
Za razgradnjo starševske DNA smo dodali 5,6 µL pufra (10x Tango) in 1 µL DpnI (10 
U/µL) in reakcijske mešanice inkubirali preko noči pri 37°C. Z restrikcijsko mešanico 
smo transformirali kompetentne celice E. coli, sev DH5α (poglavje 3.4). 
3.4 Pomnoževanje in izolacija plazmidov po mutagenezi 
Uporabljeni materiali: 
 kompetentne celice E. coli, sev DH5α  
o genotip: F
-
 Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 
hsdR17(rk
-
, mk
+
) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ
- 
(Thermo Fischer 
Scientific, ZDA) 
 ekspresijski vektor pET-32/28b(+) (Sigma-Aldrich, ZDA) z mutiranim zapisom 
za prokatepsin S  
 tekoče gojišče LB (10 g/L kazeinski hidrolizat, 5 g/L kvasni ekstrakt, 10 g/L 
NaCl) 
 trdno gojišče LBA (15 g/L agar, 10 g/L kazeinski hidrolizat, 5 g/L kvasni 
ekstrakt, 10 g/L NaCl, 50 mg/L ampicilin) 
 GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
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100 µL kompetentnih celic smo odtalili na ledu in jim dodali 5 µL ligacijske mešanice. 
Reakcijsko mešanico smo pustili 30 min na ledu. Potem smo  izvedli toplotni šok (45 s 
pri 42 °C, nato pa 2 min na ledu). Vzorcem smo dodali po 800 µL tekočega gojišča LB 
in jih inkubirali 1h pri 37 °C pri 300 vrt./min. Po eni uri smo celice centrifugirali 4 min 
pri 3000 g. Odpipetirali smo 800 µL supernatanta, celice resuspendirali in razmazali na 
trdno gojišče LBA. Celice smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Izolacija plazmida: posamezne kolonije smo prenesli v 10 mL tekočega LBA gojišča in 
jih inkubirali pri 37 °C preko noči. Plazimid smo izolirali z uporabo kompleta reagentov 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Izolirane plazmide smo poslali na sekveniranje (po 2,5 
µL začetnih oligonukleotidov in 7,5 µL matrične DNA). 
3.5 Izražanje in izolacija rekombinantnih encimov 
Rekombinantne mutante človeškega prokatepsina S smo izrazili in izolirali po 
objavljenem protokolu
112
. 
3.5.1 Transformacija bakterijskih celic 
Uporabljeni materiali: 
 kompetentne celice E. coli, sev Rosetta Gami 2 pLysS  
o genotip: Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 ahpC 
galE galK rpsL (DE3) F′[lac
+
 lacI
q
 pro] gor522::Tn10 trxB 
pLysSRARE2 (Cam
R
, Str
R
, Tet
R
) (Merck, ZDA) 
 rekombinantni plazmidi na osnovi ekspresijskega vektorja pET-32/28b(+) 
(Sigma-Aldrich, ZDA) z vstavljenim zapisom za prokatepsin S, z uspešno 
uvedenimi mutacijami 
 trdno gojišče LBACT (15 g/L agar, 10 g/L kazeinski hidrolizat, 5 g/L kvasni 
ekstrakt, 10 g/L NaCl, 50 mg/L ampicilin, 34 mg/L kloramfenikol, 12,5 mg/L 
tetraciklin) 
 tekoče gojišče LBACT (10 g/L kazeinski hidrolizat, 5 g/L kvasni ekstrakt, 10 
g/L NaCl, 50 mg/L ampicilin, 34 mg/L kloramfenikol, 12,5 mg/L tetraciklin) 
 
Kompetentne celice smo transformirali z uspešnimi konstrukti po prej opisanem 
postopku (5 µL raztopine s koncentracijami rekombinantnih plazmidov med 20 in 30 
ng/µL). Transformirane celice smo razmazali na trdno gojišče LBACT in jih inkubirali 
preko noči pri 37 °C. 
Posamezno kolonijo smo prenesli v tekoče gojišče LBACT (10 mL za vsako kolonijo) 
in celice inkubirali preko noči pri 37 ºC. 
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3.5.2 Indukcija izražanja 
Uporabljeni materiali: 
 tekoče gojišče LBACT (10 g/L kazeinski hidrolizat, 5 g/L kvasni ekstrakt, 10 
g/L NaCl, 50 mg/L ampicilin, 34 mg/L kloramfenikol, 12,5 mg/L tetraciklin) 
 IPTG (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 
Za izražanje proteina smo celice namnožili v tekočem gojišču LBACT do koncentracije 
OD600 = 0,8 pri 37 ºC, izražanje pa smo inducirali z dodatkom 1 mM IPTG in nato gojili 
celice preko noči pri 18 ºC. 
3.5.3 Izolacija rekombinantnih encimov 
Uporabljeni materiali: 
 pufer za spiranje (30mM Tris, 1 mM EDTA, 20% saharoza (w/v), pH 7,4) 
 filtri za enkratno uporabo, Minisart, NML, velikost por 0,45 µm 
 
Celice smo poželi in sprali s pufrom za spiranje. Pelete smo za 30 minut zmrznili pri -80 
ºC ali pa preko noči pri -20 ºC, kar pripomore k učinkovitejši lizi celic. Celice smo 
homogenizirali in ultrasonificirali. Topno frakcijo smo prefiltrirali skozi sterilne filtre. 
3.5.4 Čiščenje in koncentriranje rekombinantnih encimov 
Uporabljeni materiali: 
 Ni2+-afinitetna kolona 
o  Ni-NTA Superflow Cartridge, 1 mL, Qiagen, Nemčija 
o cOmplete His-Tag Purification Column, 1 mL, Roche Diagnostics 
GmBH, Nemčija 
 vezavni pufer (20 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,1) 
 kromatografski sistem (ÄKTA FPLC, Amersham Biosciences, ZDA) 
 elucijski pufer (20 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,1) 
 dializni pufer (20 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,1) 
 koncentrator (Amicon Ultra – 15 10K Centrifugal Filter Devices, Merck 
Milipore Ltd.) 
 
Ni
2+
-afinitetno kolono smo sprali z dH2O in z vezavnim pufrom (oboje 10 mL). Nato 
smo na kolono nanesli filtrat (za vse pretok 1 mL/min). 
Posamezne rekombinantne proteine smo eluirali z elucijskim pufrom na 
kromatografskem sistemu ÄKTA FPLC. Eluirane frakcije, ki so vsebovale 
rekombinanten prokatepsin S z ustrezno mutacijo, smo združili ter dializirali proti 
dializnemu pufru in skoncentrirali v koncentratorju do A280 = približno 1. 
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3.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
Uporabljeni materiali: 
 5 × nanašalni pufer (10-odstotni (m/v) glicerol, 2-odstotni (m/v) NaDS, 75 mM 
Tris/HCl pH 6,8, 5-odstotni (m/v) βME, 0,05-odstotni (m/v) bromfenolmodro)  
 elektroforezni standard Pierce Unstained Protein Molecular Weight Marker 
(Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 gel za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (tabela 3.3) 
 1 × pufer za poliakrilamidno gelsko elektroforezo, narejen iz 10 × pufra (30 g 
Tris, 144 g glicina, 10  g NaDS) 
 raztopina za obarvanje gela (1 g CBB v 200 mL EtOH, dH2O do 500 mL), 20-
odstotna (v/v) ocetna kislina; v razmerju 1:1 
 raztopina za razbarvanje gela (30-odstotni (v/v) EtOH, 10-odstotna (v/v) ocetna 
kislina) 
 
Tabela 3.3: Sestava koncentracijskega in ločevalnega gela za izvedbo poliakrilamidne gelske 
elektroforeze v prisotnosti NaDS. 
5-ODSTOTNI KONCENTRACIJSKI GEL 
(V=10 mL) 
12,5-ODSTOTNI LOČEVALNI GEL 
(V=5 mL) 
KOMPONENTA V KOMPONENTA V 
dH2O 3,08 mL dH2O 4,27 mL 
4 × koncentracijski pufer  
(0,5 M Tris, pH = 6,8) 
1,25 mL 
4 × ločevalni pufer  
(1,5 M Tris, pH = 8,8) 
2,5 mL 
10-odstotni (m/v) NaDS  50 µL 10-odstotni (m/v) NaDS 100 µL 
40-odstotna mešanica akrilamida  
in bisakrilamida (37:1) 
625 µL 
40-odstotna mešanica akrilamida 
in bisakrilamida (37:1) 
3,13 mL 
TEMED 7,5 µL TEMED 15 µL 
10-odstotni (m/v) APS 15 µL 10-odstotni (m/v) APS 30 µL 
 
 
Vzeli smo po 15 µL vzorcev in jim dodali po 5 µL 5-kratnega nanašalnega pufra. 
Vzorce smo segrevali 5 minut pri 95 °C. Elektroforezo smo izvedli s sistemom za 
enodimenzionalno elektroforezo (Bio Rad, ZDA). Pri vizualizaciji smo uporabili 
elektroforezni standard (slika 3.1). 
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Slika 3.1: Elektroforezni standard Pierce Unstained Protein Molecular Weight Marker. Slika je 
pridobljena iz uradne strani Thermo Fischer Scientific, ZDA
114
. 
3.7 Merjenje encimske aktivnosti 
Vse kinetične meritve smo  izvajali na spektrofluorimetru Luminescence Spectrometer 
LS50B (Perkin-Elmer, ZDA). Pri meritvah smo uporabljali akrilne kivete za enkratno 
uporabo (1 × 1 cm). Hidrolizo sintetičnega fluorogenega substrata Z-VVR-AMC, 
raztopljenega v DMSO, smo spremljali pri valovni dolžini vzbujanja 370 nm in valovni 
dolžini emisije 455 nm. Nastanek produkta smo kontinuirno spremljali 2 minuti ob 
konstantnem mešanju z magnetnim mešalom pri konstantni temperaturi 25 °C. 
3.7.1 Aktivacija rekombinantnih encimov 
Za aktivacijo rekombinantnih prokatepsinov S smo pripravili aktivacijsko mešanico, ki 
je vsebovala:  
 50 µL posameznega rekombinantnega prokatepsina  
 NaOAc (3 M, pH 3,8, 5 % (v/v) VE), DTT (1 M, 1 % (v/v) VK)  
 DxS (20 mg/mL, 0,5 % (v/v) VK)  
 
Posamezne mutante smo aktivirali pri 37 ºC pri 750 vrt./min in potek aktivacije 
spremljali z merjenjem encimske aktivnosti mešanice na vsake 3 minute.  
Za merjenje aktivacije smo v kiveti zmešali:  
 pufer (100 mM NaOAc, 1 mM EDTA, pH 5,5)  
 DTT (v končni koncentraciji 5 mM)  
 S (v končni koncentraciji 5 µM)  
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Tik pred začetkom posamezne meritve smo dodali še E v končni koncentraciji 1 oz. 2 
nM. 
Aktivacijo smo prekinili z dodatkom pufra Tris (2 M, pH 8, 25 % (v/v) VE), ko se je 
aktivnost ustalila. 
 
3.7.2 Določanje kinetičnih parametrov za hidrolizo substrata Z-VVR-AMC  
Za določanje kinetičnih parametrov za hidrolizo substrata Z-VVR-AMC smo pripravili 
reakcijsko mešanico, ki je vsebovala:  
 pufer (50 mM NaOAc, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 5,5)  
 DTT (v končni koncentraciji 5 mM)  
 naraščajoče koncentracije S (med 0,1 µM in 20 µM)  
 
Tik pred začetkom posamezne meritve smo dodali še E v končni koncentraciji 1 oz. 2 
nM. 
Za standardizacijo meritev encimske aktivnosti smo uporabili naslednjo mešanico: 
 AMC (61 µM) 
 pufer (50 mM NaOAc, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 5,5) 
 
Encimsko aktivnost posameznih mutant smo merili pri naraščajoči koncentraciji 
fluorogenega substrata.  
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3.7.3 Določanje mehanizmov delovanja spojin na rekombinantne encime 
Posamezne spojine (tabela 3.4) smo raztopili v DMSO do končne koncentracije 100 
mM. 
Tabela 3.4: Male molekule, ki smo jih testirali kot potencialne alosterične efektorje katepsinov K in S. 
Spojine so bile narisane s spletnim programom ChemSpider. 
SPOJINA STRUKTURNA FORMULA 
Mr  
(g/mol) 
IUPAC IME 
PROIZVAJALEC 
/VIR 
I1 
 
241.3 
3-amino-
4(benzilamino)benzoj
ska kislina 
Chembridge, ZDA 
I2 
 
293.3 
metil N-[1-(4-
metoksifenil)-2,5-
dioksopirolidin-3-il] 
glicinat 
Chembridge, ZDA 
I3 
 
251.1 
2-[2-
(dietilamino)acetamid
o]benzojska kislina 
sintetizirana na 
katedri za organsko 
kemijo UL FKKT 
I4 
 
187.1 
metil (R)-(2,5-
dioksopirolidin-3-
il)glicinat 
sintetizirana na 
katedri za organsko 
kemijo UL FKKT 
I5 
 
194.2 
2-benzilmalonska 
kislina 
Sigma-Aldrich, ZDA 
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Odvisnost hitrosti reakcije od koncentracije posamezne spojine smo izmerili tako, da 
smo spreminjali koncentracijo spojine v koncentracijskem območju 0-1 mM pri 
konstantni koncentraciji substrata (t.i. titracija). Za vsako testirano spojino smo naredili 
matriko titracij pri treh različnih koncentracijah substrata (končne koncentracije so 
navedene v poglavju Rezultati in so prikazane na grafih preostale encimske aktivnosti v 
obliki [S]/Km). 
Za določanje vpliva malih molekul na aktivnost rekombinantnih katepsinov S smo 
pripravili naslednjo reakcijsko mešanico: 
 Pufer (50 mM NaOAc, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 5,5) 
 DTT (v končni koncentraciji 5 mM) 
 S (različne koncentracije) 
 I (v končnih koncentracijah med 100 µM in 1000 µM) 
 
Tik pred začetkom posamezne meritve smo dodali še E v končni koncentraciji 1 oz. 2 
nM. 
3.8 Analiza dobljenih podatkov 
Vse rezultate, ki smo jih dobili z merjenjem encimske aktivnosti, smo analizirali s 
programom GraphPad Prism 5.0. Začetne hitrosti reakcij smo določili iz naklonov 
krivulj, ki so prikazovale spremembo fluorescence vzorcev v odvisnosti od časa. Za 
določitev naklonov smo uporabili metodo linearne regresije. 
3.8.1 Merjenje encimske aktivnosti 
Za določitev hitrosti pretvorbe substrata v produkt pri posameznih encimih smo naredili 
grafe začetnih hitrosti reakcij v odvisnosti od koncentracije substrata in jih analizirali z 
Michaelis-Mentenino enačbo (1). S programom smo narisali o krivuljo nasičenja, iz 
katere smo določili parameter Km, ki je Michaelisova konstanta in predstavlja 
koncentracijo substrata, pri kateri je začetna hitrost reakcije enaka polovici maksimalne 
vrednosti (Vmax). 
     
       
      
   
(1) 
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3.8.2 Določanje mehanizmov delovanja alosteričnih efektorjev  
Za določanje mehanizmov delovanja spojin na encime smo uporabili enačbo za splošni 
mehanizem modifikatorjev (slika 3.2 in enačba (2))
106
, ki opisuje interakcijo med 
encimom (E), substratom (S) in modifikatorjem (A). Mehanizem velja pod 
predpostavko hitrega ravnotežja in v odsotnosti tesnih interakcij
115
. 
 
Slika 3.2: Reakcijska shema splošnega mehanizma modifikatorjev. KS in KA sta ravnotežni konstanti 
disociacije kompleksov ES in EA pod pogoji hitrega ravnotežja, kcat je pretvorbeno število encima. 
Koeficienta α in β opisujeta spremembo afinitete vezave substrata in pretvorbenega števila po vezavi 
modifikatorja. 
    
           
   
   
 
  
   
  
     
   
   
 
 
(2) 
Dobljene začetne hitrosti reakcij smo normalizirali glede na začetne hitrosti reakcij v 
odsotnosti teh spojin (v0/vA). Iz normaliziranih krivulj smo z linearno regresijo narisali 
primarni diagram specifičnih hitrosti (enačba (3)), ki prikazuje odvisnost razmerja 
hitrosti reakcije v odsotnosti in prisotnosti efektorja od koncentracije substrata, ki je 
zapisan v obliki enačbe (4). 
  
  
 
    
 
   
 
 
  
 
   
   
   
 
   
 
  
   
  
   
   
   
  
(3) 
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(4) 
Za diagram je značilno, da se premice vedno sekajo pri y = 1, presečišče na osi x pa je 
odvisno od koeficientov α in β, ki opisujeta mehanizme delovanja efektorjev. Iz 
presečišča premic pri x = 0 smo določili vrednosti a, iz presečišča premic pri x = 1 pa 
vrednosti b, od katerih sta odvisna koeficienta α in β. Iz vrednosti a in b smo narisali 
sekundarni diagram z enačbama (5) in (6). 
 
    
 
   
   
 
   
 
 
   
 
(5) 
 
    
 
   
   
 
   
 
 
   
  
(6) 
Iz sekundarnega diagrama smo določili parametre α, β in KA (v nadaljevanju Ki) in 
določili mehanizme, po katerih na izbrane mutantne oblike katepsina S delujejo izbrane 
spojine (slika 3.3)
106
. 
 
Slika 3.3: Mehanizmi vpliva alosteričnih efektorjev na proteine v odvisnosti od koeficientov α in β.  
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V primerih, kjer nismo mogli določiti mehanizma delovanja efektorja, bodisi zaradi 
popolne inhibicije encima ali pa zaradi kompleksnosti vezave efektorja, smo krivulje 
analizirali z logistično enačbo s štirimi parametri (enačba (7)). 
      
           
 
    
       
 
(7) 
V enačbi v0 predstavlja hitrost reakcije v odsotnosti efektorja, v∞ pa hitrost reakcije pri 
največji uporabljeni koncentraciji efektorja. [A] predstavlja koncentracijo efektorja, K0.5 
pa predstavlja afiniteto efektorja do encima. K0.5 lahko povežemo z IC50 (za linearne 
efektorje) oz. EC50 (za hiperbolične efektorje), ki predstavljata koncentracijo efektorja, 
kjer je njegov učinek enak polovici maksimalnega. h je Hillov koeficient in od njega je 
odvisen naklon krivulje. Ko je h = 1, dobimo hiperbolično krivuljo in vezava efektorja 
je neodvisna. Če je h ≠ 1, dobimo značilno sigmoidno krivuljo, vezava efektorja pa je 
kooperativna. 
S to enačbo smo ocenili približno afiniteto efektorjev (IC50 oz. EC50). 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Strukturna primerjava katepsinov S in K in silico 
Alosterično mesto na katepsinu K, kamor se vežeta alosterična inhibitorja NSC13345
104
 
in Su-Gly-O-Me
107
 (slika 1.5, poglavje 1.8.1), sestavljajo aminokislinski ostanki K119, 
K122, R123, Y169, K176, R198 in N199. Odgovarjajoči aminokislinski ostanki 
katepsinu S so D122, K125, E126, Y172, E178, R201 in N202. Alosterični mesti se 
razlikujeta v treh aminokislinskih ostankih (slika 4.1), in sicer na mestih D122, E126 in 
E178 (štetje po katepsinu S). Dodatno smo želeli preveriti vpliv aminokislinskega 
ostanka R201, ki naj bi bil pomemben za prenos signala med alosteričnim in aktivnim 
mestom
104,105
. Zanimivo je, da so ti trije aminokislinski ostanki pri katepsinu K 
pozitivno, pri katepsinu S pa negativno nabiti. 
 
 
Slika 4.1: Primerjava alosteričnega mesta na katepsinu K z odgovarjajočim mestom na katepsinu 
S. Glavni verigi obeh encimov in ujemajoči aminokislinski ostanki so obarvani sivo. Oštevilčeni in 
poimenovani so aminokislinski ostanki, v katerih se alosterično mesto katepsina K razlikuje od enakega 
mesta na katepsinu S. Pri tem so s sivo obarvani ostanki katepsina K, z rožnato pa katepsina S. Dodatno 
je označen ostanek R201 (štetje po katepsinu S), ki smo ga prav tako mutirali. Strukturi sta pridobljeni iz 
spletne podatkovne baze PDB (ID 1ATK – katepsin K in ID 2FQ9 – katepsin S), slika pa narejena v 
programu UCSF Chimera 1.10.1.  
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4.2 Priprava in izolacija rekombinantnih encimov 
4.2.1 Priprava ustreznih konstruktov za izražanje rekombinantnih encimov 
Z ustreznimi oligonukleotidi (zaporedja v prilogi) smo pripravili reakcijske mešanice za 
verižno reakcijo s polimerazo (poglavje 3.3). Uspešno smo pripravili deset različnih 
konstruktov, od tega zapise za šest enojnih mutant, tri dvojne mutante in eno trojno 
mutanto (tabela 4.1). Ustreznost konstruktov po sekvenciranju smo preverili s spletnim 
programom blastx
116
. 
Tabela 4.1: Različni konstrukti za izražanje mutantnih rekombinantnih encimov. 
MUTANTE MESTO MUTACIJE 
enojne mutante 
D122K 
E126R 
E178K 
E178A 
R201A 
R201E 
dvojne mutante 
D122K/E126R 
D122K/E178K 
E126R/E178K 
trojna mutanta D122K/E126R/E178K 
 
4.2.2 Izražanje in izolacija rekombinantnih encimov 
Uspešno smo izrazili vse rekombinantne prokatepsine v topni obliki v E. coli, razen 
tistih, ki so vsebovali mutacijo D122K. Po podrobnem pregledu strukture encima okoli 
mesta mutacije, predpostavljamo, da ostanek D122 verjetno interagira z enim od 
ostankov v bližini, ali pa zamenjava ostanka v K moti zvijanje encima.  
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Izražene rekombinantne encime smo izolirali iz celičnih lizatov z Ni
2+
-afinitetno 
kromatografijo (slika 4.2). Vezane proteine smo eluirali v linearnem gradientu 
imidazola, frakcije, ki so vsebovale posamezno obliko encima pa smo združili in 
dializirali ter skoncentrirali v pufru brez imidazola. 
 
 
Slika 4.2: Izolacija rekombinantnega encima CatS E178K z Ni
2+
-afinitetno kromatografijo. Vsi 
izraženi encimi so se eluirali pri približno enaki koncentraciji elucijskega pufra (%B na sliki). mAU 
predstavlja enote mili-absorbance (milli-Absorbance Units).  
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4.3 Merjenje encimske aktivnosti 
4.3.1 Aktivacija rekombinantnih encimov 
Rekombinantne encime smo aktivirali z dodatkom DxS in znižanjem pH. Aktivacijo 
smo spremljali spektrofluorimetrično. Aktivacijo smo ustavili z dvigom pH. S tem smo 
tudi delno preprečili razgradnjo encimov, saj so pri nizkem pH  sposobni avtoproteolize. 
Za analizo aktivacije smo vzeli vzorce pred in po aktivaciji in jih nanesli na NaDS-
PAGE. Aktivacijo smo preverili z nanosom proencima in zrelega encima, da bi potrdili 
odcep propeptida (slika 4.3). Pričakovana velikost proencima je bila 34,7 kDa, zrelega 
encima pa 23,8 kDa.  
 
 
Slika 4.3: Avtokatalitična aktivacija rekombinantnih proteinov. Vse reakcije smo izvedli z znižanjem 
pH in dodatkom DxS. Vzorce smo analizirali z NaDS PAGE na 12,5-odstotnem poliakrilamidnem gelu. 
V kolonah 1 – 12 vidimo prooblike (lihe številke) in zrele oblike (sode številke) mutiranih 
rekombinantnih encimov. Kolona 13 prikazuje zrelo obliko divjega tipa katepsina S, ki je služila kot 
pozitivna kontrola aktivacije. Mutanta R201E je prisotna v obeh oblikah, a je prisotnih veliko nečistoč, ki 
so ostale od izolacije. 
 
Uspešno smo aktivirali mutante E126R, E178K, E178A, R201A in E126R/E178K. 
Položaj lis približno ustreza pričakovanim velikostim, do manjših odstopanj je 
najverjetneje prišlo zaradi počasnejšega potovanja proteina od standarda. Lise 
aktiviranih oblik encimov se nahajajo pri enaki velikosti kot aktivna oblika divjega tipa 
katepsina S. Mutante R201E nismo uspeli aktivirati, čeprav so vidne lise pri pravilnih 
velikostih. Iz slike je razvidna prisotnost številnih drugih proteinov, ki lahko motijo 
aktivnost encima, delno pa se je verjetno tudi razgradil. 
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4.3.2 Določitev vrednosti Km mutant za hidrolizo substrata Z-VVR-AMC  
Za določitev kinetičnih parametrov hidrolize sintetičnega fluorogenega substrata Z-
VVR-AMC s pripravljenimi mutantami smo merili odvisnost hitrosti reakcije od 
koncentracije substrata. Posamezno meritev smo kontinuirno spremljali 2 min, reakcija 
je potekala pri temperaturi 25 °C in pH 5.5, v območju koncentracij substrata 0.1 µM in 
20 µM. S prileganjem Michaelis-Mentenine enačbe eksperimentalnim podatkom smo 
določili parameter Km, ki smo ga uporabili pri nadaljnjih kinetičnih analizah (slika 4.4). 
 
 
Slika 4.4: Začetne hitrosti encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije substrata Z-VVR-
AMC za divji tip katepsina S (A) in vse uspešno aktivirane mutante (B-F). 
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Določili smo Km  divjemu tipu katepsina S (Km = (16,8 ± 2,4) µM) in mutantam E126R 
(Km = (4,79 ± 0,96) µM), E178K (Km = (11,4 ± 1,2) µM), E126R/E178K (Km = (1,14 ± 
0,17) µM)  E178A (Km = (14,1 ± 0,6) µM) in R201A (Km = (16,2 ± 1,3) µM). Mutanti 
E178A in R201A imata vrednost Km primerljivo z vrednostjo Km za divji tip katepsina 
S, malo manjša je vrednost za mutanto E178K, precej manjša pa za mutanti E126R in 
E126R/E178K. Očitno tu pride do nasičenja encimov pri manjši koncentraciji substrata 
kot pri ostalih testiranih encimih. Na sliki 4.5D vidimo, da prihaja do inhibicije 
encimske aktivnosti s substratom, konstanta inhibicije je Ki = (15,5 ± 3,8) µM.  
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4.3.3 Določanje mehanizmov delovanja spojin na mutante 
Vpliv posameznih spojin na kinetične lastnosti rekombinantnih encimov smo testirali s 
titracijskimi krivuljami, ki prikazujejo preostalo encimsko aktivnost v odvisnosti od 
koncentracije posamezne spojine. Spojinam smo v začetnih titracijah z uporabo 
logistične enačbe s štirimi parametri določili približno afiniteto vezave (IC50 oz. EC50). 
Mehanizme delovanja smo, kjer je bilo to mogoče, določili z uporabo enačbe za splošni 
mehanizem modifikatorjev. 
Spojine so na divja tipa katepsinov K in S delovale različno (tabela 4.2), učinke spojin 
na divja tipa pa smo primerjali z učinki na mutante. 
 
Tabela 4.2: Učinki spojin na divja tipa (WT) katepsinov K in S. Ob učinkih spojin so navedeni viri, od 
koder smo pridobili informacije. Kjer vir ni naveden, smo informacijo dobili preko osebne komunikacije. 
SPOJINA UČINEK SPOJINE 
 katK WT katS WT 
I1 delna inhibicija, mehanizem ni znan 
linearna inhibicija
110
 
IC50 = (220 ± 85) µM 
I2 
hiperbolična akompetitivna inhibicija
106
 
Ki = (1100 ± 200) µM 
hiperbolična akompetitivna inh.
110
 
Ki = (440 ± 140) µM 
I3 
hiperbolična mešana inh.
108
 
Ki = (101 ± 42) µM 
ni podatka 
I4 
hiperbolična mešana inh./akt. 
Ki = (140 ± 80) µM 
delna inhibicija 
EC50 = (1,1 ± 0,1) mM 
I5 inhibira, mehanizem ni znan
117
 
delna inhibicija, mehanizem ni znan
109
 
preostala aktivnost E približno 80 % 
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SPOJINI I1 IN I2 
Spojini I1 in I2 sta popolnoma inhibirali delovanje mutant E126R, E178K in 
E126R/E178K (slika 4.5), se pravi da delujeta kot linearna inhibitorja. Teh spojin zato 
nismo testirali podrobneje. Z uporabo logistične enačbe s štirimi parametri smo zgolj 
približno določili potentnost vezave obeh spojin (tabela 4.3). 
 
 
Slika 4.5: Učinki spojine I1 na mutante E126R (A), E178K (B) in E126R/E178K (C) in učinki 
spojine I2 na mutante E126R (D), E178K (E) in E126R/E178K (F). Grafi prikazujejo preostalo 
encimsko aktivnost v odsotnosti in prisotnosti spojin I1 in I2. Spojini pri koncentraciji nasičenja 
popolnoma inhibirata vse tri mutantne oblike katepsina S. 
 
Tabela 4.3: Približna afiniteta vezave spojin I1 in I2 na mutante E126R, E178K in E126R/E178K.  
ENCIM IC50 (µM) 
 SPOJINA I1 SPOJINA I2 
E126R 42 ± 14 237 ± 82 
E178K 20 ± 3 341 ± 131 
E126R/ E178K 42 ± 21 529 ± 179 
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Iz tabele je razvidno, da so vrednosti IC50 za spojino I1 pri vseh treh mutantah precej 
manjše kot za spojino I2, kar pomeni, da je spojina I1 bolj potenten inhibitor kot spojina 
I2. Glede na to, da spojina I2 deluje na oba divja tipa kot hiperbolični inhibitor, je 
verjetno med testiranjem razpadla, kar smo opazili že prej (osebna komunikacija). Po 
pregledu literature in rezultatov zaključujemo, da se ne vežeta v preiskovano alosterično 
mesto, kar bi bilo sicer dobro potrditi s kristalnimi strukturami spojin, vezanih na divja 
tipa katepsinov K in S. 
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SPOJINA I3 
Spojina I3 deluje kot delni inhibitor na vse testirane encime (sliki 4.6 in 4.7). Preostale 
encimske aktivnosti pri nasičenju z inhibitorjem so bile približno 10 % za mutanto 
E126R, 50 % za mutanto E178K in 25 % za mutanto E126R/E178K. Preostala 
encimska aktivnost mutant E126R, E178K in E126R/E178K je primerljiva s preostalo 
encimsko aktivnostjo pri divjem tipu katepsina S. Manjši vpliv ima zamenjava ostanka 
E178, saj se ohrani polovica celotne encimske aktivnosti, kar je 30 % več kot v primeru 
divjega tipa katepsina S. Pri inhibiciji divjega tipa katepsina K znaša preostala encimska 
aktivnost pri nasičenju s spojino I3 60 %
108
. Pri divjem tipu katepsina S in pri vseh 
mutantah se ohrani manj encimske aktivnosti, očitno spojina I3 bolj inhibira katepsin S 
kot pa katepsin K. 
 
Slika 4.6: Učinki spojine I3 na divji tip katepsina S (A) ter na mutanti E126R (B) in E126R/E178K 
(C). Preostale encimske aktivnosti pri nasičenju z inhibitorjem znašajo približno 20 % v primeru A, 10 % 
v primeru B ter 25 % v primeru C. 
Slika 4.7 prikazuje učinek spojine I3 na mutanto E178K. Krivulja ima sigmoidno 
obliko, ki pa jo je težko interpretirati.  
 
Slika 4.7: Učinek spojine I3 na mutanto E178K. Preostala encimska aktivnost pri nasičenju z 
inhibitorjem znaša približno 50 %.  
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V tabeli 4.4 so zbrane vrednosti EC50 za spojino I3. Vidimo, da je afiniteta vezave 
spojine I3 približno enaka pri vseh testiranih mutantah in hkrati večja kot pri divjem 
tipu katepsina S, kar pomeni, da menjava aminokislinskih ostankov v alosteričnem 
mestu ugodno vpliva na vezavo spojine. Glede na to, da so vrednosti EC50 vseh 
testiranih mutant približno enake, ne moremo ugotoviti, kateri aminokislinski ostanek 
najbolj vpliva na vezavo. Pri divjem tipu katepsina K je afiniteta vezave spojine I3 
boljša
108
 kot pri divjem tipu katepsina S in vseh testiranih mutantah.  
Glede na to, da je alosterično mesto pri katepsinu K bolj pozitivno nabito kot pri 
katepsinu S, sklepamo, da je za vezavo spojine I3 ugoden pozitiven naboj, kar 
nakazujeo tudi vrednosti EC50 pri mutantah, ki kažejo trend nižanja teh vrednosti pri 
uvedbi mutacij. Glede na strukturo spojine I3 (tabela 3.7), sklepamo, da pri katepsinu S 
prihaja do odboja med karboksilno skupino spojine I3 in negativnimi aminokislinskimi 
ostanki encima.  
 
Tabela 4.4: Vrednosti EC50 spojine I3 za divji tip katepsina S ter na mutante E126R, E178K in 
E126R/E178K. Podatek o EC50 za za divji tip katepsina K smo dobili preko osebne komunikacije in je bil 
podlaga za rezultate vira
108
. 
ENCIM EC50 (µM) 
KatK WT 117 ± 20 
KatS WT 315 ± 16 
E126R 215 ± 60 
E178K 249 ± 12 
E126R/E178K 198 ± 40 
 
 
Ker iz začetnih titracij nismo dobili večjih razlik v afiniteti vezave spojine I3 in ker so 
bile krivulje za mutanto E178K sigmoidne oblike, smo se odločili, da s to spojino ne 
bomo izvajali nadaljnjih eksperimentov.  
V nadaljevanju bi bilo potrebno testirati še mutanto D122K in trojno mutanto, da bi 
lahko bolj gotovo določili vpliv spremembe naboja v alosteričnem mestu na vezavo 
spojine I3. Za bolj podrobno interpretacijo rezultatov in določitev mehanizmov 
delovanja spojine I3 na različne mutante in divji tip katepsina S bi bilo v nadaljevanju 
potrebno narediti še matrike titracij z omenjenimi encimi.  
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SPOJINA I4 
Spojina I4 deluje kot delni inhibitor vseh testiranih enojnih mutant (slika 4.8) in divjega 
tipa katepsina K
107
, za katerega je specifična (osebna komunikacija). Preostale encimske 
aktivnosti so znašale približno 60 % za mutanto E126R, 40 % za mutanto E178A in 70 
% za mutanti E178K in R201A.  
 
 
 
Slika 4.8: Učinki spojine I4 na mutante E126R (A, B, C), E178K (D, E, F), E178A (G, H, I) in 
R201A (J, K, L). Na sliki so prikazane krivulje preostale encimske aktivnosti pri nasičenju z inhibitorjem 
(A, D, G, J) ter primarni (B, E, H, K) in sekundarni (C, F, I, L) diagrami specifičnih hitrosti. 
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Na sliki 4.9 je prikazan učinek spojine I4 na dvojno mutanto (E126R/E178K). Iz slike je 
razvidno, da je inhibitor hiperbolični, preostala encimska aktivnost pri nasičenju z 
inhibitorjem pa znaša približno 40 %. 
 
 
Slika 4.9: Učinek spojine I4 na mutanto E126R/E178K. Na sliki so prikazane krivulje preostale 
encimske aktivnosti pri nasičenju z inhibitorjem (A) ter primarni (B) in sekundarni (C) diagram 
specifičnih hitrosti. 
 
Iz slik 4.8 in 4.9 ter tabele 4.5 je razvidno, da spojina I4 učinkuje na izbrane mutante po 
mehanizmih mešane inhibicije/aktivacije (mutanti E126R in E178A) in mešane 
inhibicije (mutante E178K, E126R/E178K in R201A). Na divji tip katepsina K spojina 
I4 učinkuje po mehanizmu mešane inhibicije/aktivacije
107
. Vrednosti parametrov α, β in 
Ki so prikazane v tabeli 4.5.  
 
Tabela 4.5: Mehanizmi delovanja spojine I4 na vse testirane mutante katepsina S in na oba divja tipa. 
Podana sta tudi koeficienta α in β, s katerima smo določili mehanizem inhibicije in Ki, ki predstavlja 
afiniteto vezave spojine I4 na encime. Vrednosti parametrov za divja tipa katepsinov smo dobili preko 
osebne komunikacije. Vrednost, označena z (*) predstavlja parameter EC50. 
ENCIM α β Ki (µM) MEHANIZEM DELOVANJA 
KatK WT 1,8 ± 0,1  1,2 ± 0,1 140 ± 80 mešana inhibicija/aktivacija 
KatS WT / / 1100 ± 100* ni znan 
E126R 3,02 ± 0,31 1,38 ± 0,08 98± 61 mešana inhibicija/aktivacija 
E178K 1,01 ± 0,14 0,56 ± 0,21 225 ± 140 mešana inhibicija 
E178A 8,6 ± 2,48 2,78 ± 0,73 698 ± 295 mešana inhibicija/aktivacija 
R201A 1,08 ± 0,07 0,64 ± 0,09 589 ± 197 mešana inhibicija 
E126R/E178K 4,12 ± 1,07 0,31± 0,11 191 ± 10 mešana inhibicija 
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Afiniteta vezave substrata se ob prisotnosti spojine I4 poslabša pri vseh mutantah. Pri 
mutantah E126R in E178A pride do povečane hitrosti pretvorbe substrata v produkt, pri 
mutantah E178K, R201A in E126R/E178K pa ravno obratno. 
Vrednosti Ki kažejo večinoma na slabšo afiniteto testiranih encimov do spojine I4 v 
primerjavi z divjim tipom katepsina K in precej boljšo afiniteto v primerjavi z divjim 
tipom katepsina S, kar je v skladu z našimi pričakovanji. Najboljšo afiniteto do spojine 
I4 ima mutanta E126R, ta je primerljiva z divjim tipom katepsina K (osebna 
komunikacija). To nakazuje, da ta ostanek najbolj vpliva na vezavo spojine I4 in da 
vezavo moti negativni naboj na tem mestu (slika 4.10). Malo slabše se spojina I4 veže 
na mutanto E126R/E178K, vrednost je med vrednostima za mutanti E126R in E178K. 
Zanimivo je, da ima mutanta E178K precej boljšo afiniteto do spojine I4 kot mutanta 
E178A in da sta afiniteti mutant E178A in R201A do spojine I4 precej slabši kot pri 
ostalih mutantah. 
 
 
Slika 4.10: Mesto na katepsinu S, ki odgovarja preučevanemu alosteričnemu mestu katepsina K. 
Vidna je površina preučevanega mesta, izpostavljeni pa so trije aminokislinski ostanki katepsina S (D122, 
E126 in E178), ki se razlikujejo od ekvivalentnih ostankov katepsina K (K119, R123 in K176). Do razlik 
v vezavi alosteričih efektorjev prihaja zaradi razlik v naboju teh ostankov. Struktura je pridobljena iz 
spletne podatkovne baze PDB (ID 2FQ9), slika pa narejena v programu UCSF Chimera 1.10.1. 
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Spojina I4 ima največji učinek na inhibicijo encimske aktivnosti pri mutantah 
E126R/E178K in E178A, najmanjši pa pri mutantah E178K in R201A.  
Glede na to, da ima mutanta E126R afiniteto vezave spojine I4 primerljivo z divjim 
tipom katepsina K, bi bilo v prihodnosti zanimivo testirati še mutanto E126A, da bi 
preverili, kako na vezavo spojine I4 učinkuje izguba negativnega naboja na tem mestu. 
Potrebno bi bilo preveriti še vpliv aminokislinskega ostanka K119 (KatK) oz. D122 
(KatS), saj je del vezavnega žepa alosteričnega mesta
105
. Za podrobnejšo določitev 
vpliva naboja na mestu R201 za sklopitev alosteričnega in aktivnega mesta, bi bilo 
potrebno testirati še mutanto R201E.  
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SPOJINA I5 
Spojina I5 deluje kot delni inhibitor vseh testiranih mutant (sliki 4.11 in 4.12). Preostale 
encimske aktivnosti pri nasičenju s spojino I5 znašajo približno 40 % za mutanto 
E178K, približno 65 % za mutanto E178A in približno 70 % za mutanto R201A.  
 
 
 
 
Slika 4.11: Učinki spojine I5 na mutante E178K, E178A in R201A. Na sliki so prikazane krivulje 
preostale encimske aktivnosti pri nasičenju z inhibitorjem (A, D, G) ter primarni (B, E, H) in sekundarni 
(C, F, I) diagrami specifičnih hitrosti. 
 
Glede na rezultate na sliki 4.11 je mehanizem delovanja na mutanto E178K mešana 
inhibicija/aktivacija, na mutanto E178A pa mešana inhibicija. Slika 4.11H kaže na 
nekompetitivno inhibicijo pri mutanti R201A, parametra α in β v tabeli 4.5 pa na 
mešano inhibicijo.  
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Tabela 4.6: Mehanizmi delovanja spojine I5 na vse testirane mutante. Podana sta tudi koeficienta α in β, 
s katerima smo določili mehanizem inhibicije in Ki, ki predstavlja afiniteto vezave spojine I5 na encime. 
ENCIM α β Ki (µM) MEHANIZEM DELOVANJA 
E178K 9,51 ± 4,56 2,29 ± 0,69 492 ± 42 mešana inhibicija/aktivacija 
E178A 1,48 ± 0,42 0,89 ± 0,15 580 ± 103 mešana inhibicija 
R201A 1,42 ± 0,32 0,67 ± 0,22 542 ± 61 mešana inhibicija 
 
Pri vseh mutantah pride do slabše afinitete testiranih encimov do substrata v prisotnosti 
spojine I5. Pri mutanti E178K pride ob vezavi substrata do hitrejše pretvorbe substrata v 
produkt, pri obeh alaninskih mutantah pa se hitrost pretvorbe zmanjša. Vrednosti Ki so 
pri vseh treh mutantah primerljive med seboj. 
Na sliki 4.12 sta prikazana učinka spojine I5 na mutanti E126R in E126R/E178K. Na 
obe učinkuje kot hiperbolični inhibitor, preostala encimska aktivnost pri nasičenju z 
inhibitorjem je približno 20 % pri mutanti E126R in 45 % pri mutanti E126R/E178K. 
 
 
Slika 4.12: Učinki spojine I5 na mutanti E126R in E126R/E178K. Približni afiniteti vezave spojine I5 
sta (457 ± 213) µM v primeru A in (378 ± 230) µM v primeru B. Preostala encimska aktivnost pri 
nasičenju z inhibitorjem znaša približno 20 % v primeru A in 45 % v primeru B. 
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Najbolj se zniža aktivnost mutanti E126R, malo manj pa mutantama E178K in 
E126R/E178K. Največ encimske aktivnosti se ohrani pri obeh alaninskih mutantah, 
vrednosti sta le malo nižji od vrednosti za divji tip katepsina S. Glede na to, da spojina 
I5 minimalno inhibira mutanto katepsina K K176E (preostala encimska aktivnost 
približno 80 %)
109
, lahko sklepamo, da je inhibicija s spojino I5 boljša, če je na tem 
mestu bazičen aminokislinski ostanek. Preostale encimske aktivnosti so pri vseh 
mutantah manjše kot pri divjem tipu katepsina S, kar nakazuje na to, da menjave 
aminokislinskih ostankov ugodno vplivajo na delovanje spojine I5.  
V nadaljevanju bi bilo potrebno narediti matrike titracij pri različnih koncentracijah 
substrata še za mutanti E126R in E126R/E178K, da bi lahko določili mehanizem 
delovanja spojine I5 nanju. Še posebej je zanimiv ostanek E126R, saj se aktivnost 
encima ob dodatku spojine I5 najbolj zniža tej mutanti. Prav tako bi  
Glede na to, da spojina I5 minimalno inhibira divji tip katepsina S
109
 in dobro inhibira 
divji tip katepsina K
117
 sklepamo, da se veže v to mesto (da bi to potrdili, bi morali rešiti 
kristalno strukturo kompleksa). Poleg tega je strukturno zelo podobna spojini 
NSC94914, ki se dokazano veže v alosterično mesto, ki smo ga mutirali
105
. 
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5 ZAKLJUČEK 
V okviru magistrskega dela smo primerjali strukturi katepsinov S in K in silico. 
Posebno nas je zanimalo področje alosteričnega mesta na desni spodnji strani katepsina 
K in homologno mesto na katepsinu S. Ugotovili smo, da se aminokislinski ostanki, ki 
določajo to alosterično mesto na katepsinu K razlikujejo od ujemajočih ostankov na 
katepsinu S na treh mestih, in sicer K119, R123 in K176 (štetje po katepsinu K). 
Zanimivo je, da so v katepsinu K vsi trije pozitivno nabiti, na ujemajočih mestih 
katepsina S pa so ostanki nabiti negativno. Očitno do opaženih razlik v vezavi različnih 
efektorjev prihaja zaradi spremembe celokupnega naboja na tem mestu.  
Zanimalo nas je, kako na vezavo različnih alosteričnih efektorjev vplivajo posamezni 
aminokislinski ostanki, zato smo pripravili različne mutante katepsina S in testirali 
njihovo aktivnost na sintetični fluorogeni substrat Z-VVR-AMC v odsotnosti in 
prisotnosti efektorja. Ugotovili smo, da spojini I1 in I2 delujeta kot linearna inhibitorja, 
s čimer smo potrdili, da se ne vežeta na preučevano alosterično mesto. Ostale tri spojine 
(I3, I4, I5) delujejo kot hiperbolični inhibitorji. Glede na podatke sklepamo, da se te 
spojine dejansko vežejo v preučevano alosterično mesto. Za potrditev vezave spojin v to 
mesto, bi bilo potrebno narediti računalniške umestitve spojin v mutirana alosterična 
mesta in rešiti kristalne strukture kompleksov mutant in inhibitorjev.  
Vse testirane mutante imajo v prisotnosti spojine I3 vrednost EC50 nižjo kot divji tip 
katepsina S in višjo kot divji tip katepsina K.  Uspešno smo določili mehanizme 
delovanja spojin I4 in I5 na nekatere mutante katepsina S. Vse mutante imajo vrednost 
Ki precej nižjo kot divji tip katepsina S, mutanta E126R ima to vrednost celo primerljivo 
z vrednostjo za divji tip katepsina K. S spojino I5 bi bilo potrebno narediti še matrike 
titracij z obema divjima tipoma za določitev mehanizmov delovanja nanju, aktivnost 
vseh mutant pa se v prisotnosti spojine I5 zniža bolj kot pri divjem tipu katepsina S. V 
nadaljevanju bi bilo potrebno poskuse ponoviti in narediti razširjene matrike titracij pri 
več koncentracijah substrata za zanesljivejšo določitev eksperimentalnih podatkov in za 
interpretacijo vpliva posameznih aminiokislinskih ostankov na delovanje divjih tipov 
katepsinov S in K. 
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Na žalost nismo uspeli izraziti vseh mutant katepsina S, še posebno pomembno bi bilo 
izraziti trojno mutanto (D122K/E126R/E178K) katepsina S, ki ima alosterično mesto 
identično katepsinu K. Določanje vpliva alosteričnih modifikatorjev na to mutanto nam 
bi dalo poglobljen vpogled v specifičnost posameznih alosteričnih efektorjev za 
katepsin K oziroma katepsin S. Zanimivo bi bilo testirati še spojino, ki se je v začetnih 
eksperimentih izkazala za še boljši inhibitor delovanja katepsina K kot spojina 
NSC13345
108
. Vsekakor pa naše delo predstavlja osnovo za nadaljnje raziskovanje 
preučevanega alosteričnega mesta za razvoj novih alosteričnih modifikatorjev, ki bi bili 
lahko uporabni tako v raziskovalne kot v terapevtske namene.  
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7 PRILOGE 
Seznam oligonukleotidov za izvedbo reakcije PCR. 
D122K 
 
Fw:5'-gcttctttcaggactttttctctgccataaggaagttcagtgt-3' (Tm = 78.3 °C) 
Rv:5'-acactgaacttccttatggcagagaaaaagtcctgaaagaagc-3' (Tm = 78.3 °C) 
 
 
E126R 
 
Fw:5'-tattggccacagctcttttcaggacatcttctctgccataagg-3' (Tm = 81.8 °C) 
Rv:5'-ccttatggcagagaagatgtcctgaaaagagctgtggccaata-3' (Tm = 81.8 °C) 
 
 
D122K/E126R 
 
Fw:5'-tattggccacagctcttttcaggactttttctctgccataagg-3' (Tm = 80.8 °C) 
Rv:5'-ccttatggcagagaaaaagtcctgaaaagagctgtggccaata-3' (Tm = 80.8 °C) 
 
 
E178K 
 
Fw:5'-ctgtttttcacaagccagtattttttcccattaagatcaccatag-3' (Tm = 77.0 °C) 
Rv:5'-ctatggtgatcttaatgggaaaaaatactggcttgtgaaaaacag-3' (Tm = 77.0 °C) 
 
 
E178A 
 
Fw: 5'-atggtgatcttaatgggaaagcatactggcttgtgaaaaacag-3' (Tm = 79.2 °C) 
Rv: 5'-atggtgatcttaatgggaaagcatactggcttgtgaaaaacag-3' (Tm = 79.2 °C) 
 
R201A 
 
Fw: 5'-atcccacaatgatttcctttatttgctgccatccgaatatatccttcttc-3' 
(Tm = 81.3 °C) 
Rv: 5'-gaagaaggatatattcggatggcagcaaataaaggaaatcattgtgggat-3' 
(Tm = 81.3 °C) 
 
R201E 
 
Fw: 5'-aatcccacaatgatttcctttattttctgccatccgaatatatccttcttca-3' 
(Tm = 81.0 °C) 
Rv: 5'-tgaagaaggatatattcggatggcagaaaataaaggaaatcattgtgggatt-3' 
(Tm = 81.0 °C) 
 
